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舞論文内容要旨
匿緕究騒的薗
 近年,歯根膜におけるマラヅセの上皮遺残の役割が注目されている。歯根膜組織に含まれるこれ
 らの上皮細胞は量が少なく,また,一般的な血清培地を用いて培養すると,上皮様細胞も発現する
 が,剥離しやすく,培養は園難であった。本実験では,皮膚のケラチノサイトの無血溝培養法を用
 いて,ヒト歯根膜由来の上皮細胞を培養する方法について検討した。さらに,これら培養した細胞
 の特徴を免疫組織学的に検討した。
 ζ材料と方法璽
 ①歯根膜由来上皮細胞の培養は,新鮮抜去歯根中央3分の1より歯根膜組織片を採取し,通法
 のoutgrow痴法により35m瓢ディッシュに培養した。初代培養では・組織片に壁着性をもたせる
 目的で,飾MEM培地に生0%牛胎仔血清を添加して用いた。一週間後,無血溝・低カルシウム濃
 度を特徴とするMCD8153培地に変え,培養を継続した。およそ一ヵ月を要して細胞がザブコン
 フルエントになった後,同培地で継代培養を行った。コントロールとして,上記方法により歯肉由
 来上皮細胞も培養した。②免疫組織化学的検索(!)細胞の免疫緯織化学的同定初代ヒト歯根膜
 由来および歯肉由来上皮細胞を4%パラホルムアルデヒドで10分間固定後,これらに一次抗体とし
 てマウス抗ヒトサイトケラチンタイプ1+且を,二次抗体として聾TC標識ヤギ抗マウス亙gG
 を反応させた。これらを蛍光顕微鏡下で観察した。(2)細胞の形態と分化初代培養細胞の形態と
 それらの分化度を検討する羨的で,分化のマーカーとして,一次抗体にウサギ抗ヒトインボルクリ
 ン,二次抗体としてローダミン標識ヤギ抗ウサギigGを反応させた。同様にこれらを蛍光顕微鏡
 下で観察した。
 匿結果および考察翼
 MCDB153培地で歯根膜を培養すると,およそ一週間から一カ月経過後,線維芽細胞とは形態
 的に異なる上皮様細胞が発現した。それら細胞の発現率は,歯根膜で22.2%(N-225),歯肉で
 55.i%(N器58)であった。本実験で継代5代までのヒト歯根膜由来上皮細胞の培養法を確立した
 が,培養日数がおよそ30日を経過し,長期化すると,細胞は肥大化あるいは形態変化などにより,
 多様化した。また,コントロールを含めこれらの総胞は,サイトケラチン抗体で陽性反応がみられ,
 上皮細胞であることが確認された一般に皮膚組織におけるケラチノサイトは,分化過程でインボル
 タリンを発現するが,本実験で得られた上皮細胞では,インボルタリンの発現状況と細胞の形態と
 の間には墾らかな関連性はみられなかった。マラッセの上皮遺残を分離・培養し,それらの機能を
 解明するため,あるいは,臨床応用するためには,invivoにおける形質発現を維持した状態での
 培養法の確立が必要である。
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審査結果要旨
 近年,歯周治療におけるg昼idedtissueregener3tion法や歯の自家移植など,歯周組織の再生を
 積極的に促す臨床術式が研究されている。このように歯周組織を再構築するためには,歯根膜組織
 に存在する各種細胞の機能を解析し,それらの機能を活用することが重要であると思われる。歯根
 膜には線維芽細胞とマラッセの上皮遺残として知られる上皮綴胞が存在する。歯根膜線維芽細胞の
 培養は容易であり,その研究も多い。一方,歯根膜上皮細胞の培養は函難であり,この綴胞の機能
 解明が進まない要因となっている。本論文では上皮細胞に有利な培養方法により,ヒト歯根膜上皮
 細胞の分離培養を試みている。
 矯正学的理由による抜去歯から歯根膜組織及び歯肉絽織を採取・細切し,静置培養を行った。初
 代培養では,牛胎仔血清を添加したα一MEM培地が用いられ,一週後,各種細胞増殖國子を添加
 した無血清MCDB153培地に変えて,培養が継続された。培養4週の時点で敷石状を示す上皮様
 細胞(以下上皮細胞)の有無を全培養例について検索し,上皮綴胞の発現率を求めた。次に,トリ
 プシン・EDTA溶液により線維芽細胞を除去し,サブコンフルエントの時点で上皮細胞の継代を
 行った。継代時における播種細胞数と細胞増殖能の関係,増殖曲線,及び形態学的・免疫組織化学
 的検索により,培養歯根膜上皮細胞の特性解弱を行った。
 その結果,以下の結論を得ている。
 (1)MCDBi53培地で歯根膜を培養すると,上皮細胞が発現し,継代は5代まで可能であった
 が,5代目以降で増殖能は低下した。
 (2)播種する細胞数を増加させることにより継代時の高い増殖能を得ることができた。
 (3〉歯根膜及び歯肉に由来する上皮細胞の形態的相違は,位相差顕微鏡下で認められず,各上皮
 細胞の発現率は,歯根膜で22.2%(N淵225),歯肉で55.生%(N=58)であり,継代2代目に
 おける細胞の倍加時間は歯根膜上皮細胞で28.6時間,歯肉上皮継胞で20.9時間であった。
 (4)分離培養された歯根膜及び歯肉に由来する上皮細胞は,抗ヒトcytoker&t頂抗体陽性を示し,
 上皮細胞であることが確認された。
 (5)歯根膜及び歯肉に由来する上皮総胞は抗ヒトinvolucrin抗体陽性を示したが,綴胞の大きさ
 や形態と染色性との関係は認められなかった。
 以上の研究結果は,歯根膜上皮細胞の機能を解明する上できわめて有意な成果であり,今後の歯
 根膜研究の発展に寄与するものと思われる。よって本論文は,博士(歯学)の学位授与によって値
 するものと判定された。
 一21一
